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Özet: Trifolium pratense fitoöstrojen içeren ve bu nedenle östrojenik etkinli¤e sahip olan bir bitkidir. Erkeklerde do¤al östrojenlerin,
üreme sisteminin geliflimi ve ifllevlerinin sürdürülmesinde önemli bir rol oynad›¤› gözönüne al›narak bu bitkinin spermatogenezis ve
sperma parametreleri üzerine etkisi incelendi ve bunun yan›s›ra akut toksisitesi saptand›.
Bu çal›flmada %20 ve %40 oran›nda Trifolium pratense içeren yemlerle beslenen farelerde epididimisten al›nan spermatozoonlar›n
motilite ve morfolojisinin bozuldu¤u saptand›. Testiste primer spermatositlerin say›s› ve tubulus seminiferuslar›n çap›nda kontrol
grubuna göre önemli olmayan de¤iflimler belirlendi. Akut toksisite ile ilgili incelemelerde intraperitoneal LD50 de¤erinin 4237 mg/kg
oldu¤u bulundu. Bu yönüyle bitkinin düflük toksisiteye sahip olmas›n›n yan›s›ra sperma parametrelerini olumsuz yönde etkiledi¤i
saptand›.
Anahtar Sözcükler: Trifolium pratense, akut toksisite, spermatogenezis, fare

The Effect of Trifolium pratense on Spermatogenesis and its Acute Toxicity (LD50) in Mice
Abstract: Trifolium pratense contains phytoestrogens and thus it has estrogenic activity. Estrogen has an important role in the
development of the reproductive system and the maintanence of its function, and for this reason the effect of Trifolium pratense on
sperm parameters and spermatogenesis was examined. Furthermore, its acute toxicity was established.
In this study, the motility and morphology of epididymal spermatozoa taken from animals fed diets contains 20% and 40% Trifolium
pratense, were affected. Statistically insignificant differences in the diameter of the seminiferous tubule and the number of primary
spermatocytes between the control and experimental groups were observed. Intraperitoneal LD50 was found to be 4237 mg/kg.
These findings indicate that this plant has low toxicity but negative effects on sperm parameters.
Key Words: Trifolium pratense, acute toxicity, spermatogenesis, mice

Girifl
Fitoöstrojenler, yeryüzünde 16 familyaya ait 300 bitki
türünde tan›mlanan ve kimyasal yönden birbirine benzer
özellikte olan en az 20 adet bileflikten oluflmaktad›r (1).
De¤iflen derecelerde östrojenik etkinli¤e sahip olan ve
do¤al östrojenlere hem yap› hem de flekil yönünden
benzerlik gösteren fitoöstrojenler organizmada bulunan
do¤al östrojenler ile yar›fla girerek reseptörlere ba¤lan›r
ve direkt etki oluflturabilirler. Ayr›ca fitoöstrojenlerin,
östrojen metabolizmas›nda rol oynayan kimi enzimlerin
etkinli¤ini de¤ifltirebildi¤i bildirilmifltir. Bu ifllevi ile üreme
sistemi hücrelerinin östrojen metabolizmas›n› bozabildi¤i
ve
östrojenlerin
hücreler
üzerindeki
etkisini

de¤ifltirebildi¤i saptanm›flt›r (2, 3). Biyolojik yönden en
etkin fitoöstrojenler isoflovonlar ve coumestanlard›r.
Birçok yem bitkisi de¤iflik düzeylerde isoflovon içermekle
beraber yap›lan araflt›rmalarda, özellikle Leguminoseae
familyas›na
ait
Trifolium
türlerinde
yüksek
konsantrasyonlarda
bulundu¤u belirlenmifltir (4).
Trifolium pratense ise kuru madde a¤›rl›¤›n›n %0,5-2,5’u
oran›nda fitoöstrojen içeren (4) ve yap›s›nda 4 isoflovon
(daidzein, formononetin, genistein, biochanin-A) türevi
bulunan az say›daki bitki türünden biridir (5). Ayr›ca
isoflovonlar›n farkl› biyolojik ifllevlere sahip oluflu, bitkinin
öneminin daha da artmas›na neden oldu¤u
vurgulanm›flt›r.
Trifolium pratense’de bulunan
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fitoöstrojenlere karfl› hayvan türleri aras›nda duyarl›l›k
ayr›m› bulundu¤u; koyunlar›n s›¤›rlara oranla daha
dayan›kl› oldu¤u bildirilmifltir. Bitkinin silaj› ile beslenen
s›¤›rlarda sadece geçici infertilite ile ilgili bulgular
görülmesine karfl›n koyunlarda Trifolium türlerinin, geçici
infertilite sendromunun yan›s›ra uzun süreli yedirmelerde
kal›c› infertilite ile karakterize olan yonca hastal›¤›na
neden oldu¤u belirlenmifltir (6, 7). Bitkinin yedirilmesi
sonucu östrojenik yan›t›n artmas›na ba¤l› olarak serviks
ve uterus dokular› ile salg›lar›nda de¤iflimler flekillendi¤i,
ovulasyon ve hormonal dengenin bozuldu¤u bildirilmifltir.
Yeni do¤an ratlara 2 g kurutulmufl Trifolium pratense
(20-50mg isoflovanoid) yedirilmesinin, östrojenik etkinin
belirleyici ölçütü olan uterus kal›nl›¤›nda 2,5-3 kat art›fla
yol açt›¤› (8) ve üreme fonksiyonlar›nda ciddi
bozukluklara neden olabilecek düzeyde serum östrojen
düzeyini yükseltti¤i bulunmufltur (9).
Do¤al östrojenlerin, diflilerin yan›s›ra erkeklerde de α
ve β östrojen reseptörlerini etkileyerek üreme sisteminin
geliflimi ve fonksiyonlar›n›n sürdürülmesinde önemli rol
oynad›¤› bildirilmifltir. Bu durumun östrojen
reseptörlerinin, fötal dönemi kapsayacak flekilde tüm
yaflam süresince testis ve üreme sisteminde yayg›n bir
da¤›l›m göstermesinden kaynakland›¤› ileri sürülmüfltür.
Bu yönde yap›lan araflt›rmalarda farelerdeki östrojen
reseptörlerinin ifllevini sürdürememesinin infertilite
problemine yol açt›¤› ve bu etkiden sadece α
reseptörlerinin sorumlu oldu¤u gözlenmifltir (10).
Reseptör düzeyindeki etkilerinin yan›s›ra kemirici ve
insanlar›n, fötal dönemde sentetik ve bitkisel orijinli
östrojenlere maruz kalmalar›n›n testis atrofisi, epididimal
kistler ve cinsel olgunlu¤un gecikmesi fleklinde birçok
anomaliye neden oldu¤u bildirilmifltir (11). Yap›lan bir
di¤er araflt›rmada ise zay›f etkili eksojen östrojenlerin bile
spermatogenezisi bozdu¤u ve bunun sonucu olarak sperm
say›s›nda önemli düzeyde azalmaya neden oldu¤u
saptanm›flt›r (10).
Trifolium türlerinin biyolojik etkinlikleri ile ilgili
incelemeler, diflilerdeki üreme sistemi üzerine
yo¤unlaflm›flt›r. Baz› türler hariç genellikle sistemik
toksisitesine ait bulgulara rastlan›lmam›flt›r. Sadece T.
hibridum’un ölümle sonuçlanabilen zehirlenmelere yol
açt›¤› (12), T. subterenaum’un ise koyunlarda ölüm
oran›n› %20-30 düzeyinde art›rd›¤› belirlenmifltir (13).
Bu çal›flmada Trifolium pratense’nin farelerdeki
sperma ile ilgili parametreler ve spermatogenezis
üzerindeki etkisinin yan›s›ra akut toksisitesinin
incelenmesi amaçland›.
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Materyal ve Metot
Bitki Örnekleri
Araflt›rmada kullan›lan Trifolium pratense L. var.
pratense (K›rm›z› yonca, çay›r t›rf›l›) May›s- Haziran 2000
tarihleri aras›nda Avc›lar- ‹stanbul yöresinden topland›.
Bitkinin botanik tan›s› Prof.Dr.Kerim ALPINAR (‹.Ü. Fen
Fakültesi, Botanik Anabilim Dal›) taraf›ndan yap›ld› ve
bitki örnekleri ‹.Ü. Fen Fakültesi, Botanik Enstitüsü
herbaryumuna (‹STF 37429) kaydedildi. Bitki
örneklerinin çal›flmada kullan›lan toprak üstü k›s›mlar›
gölgede kurutulduktan sonra rutubetsiz bir ortamda
sakland›, kullanmadan önce toz haline getirildi.
Deney Hayvanlar›

Trifolium pratense’nin akut toksisitesi ve
spermatogenezis üzerindeki etkisini incelemek amac›yla
74 adet 6-8 haftal›k Balb/C erkek fare kullan›ld›. Çal›flma
süresince fareler, 14 saat ayd›nl›k ve 10 saat karanl›k
fleklinde uygulanan ayd›nlatma düzeni içinde ve oda
›s›s›nda tutuldu (14, 15). Deneyden önce ve akut toksisite
deneyi s›ras›nda standart pelet yem ve su ad libitum
olarak verildi.
Spermatogenezis üzerine etkinin incelenmesi:

Trifolium pratense’nin spermatogenezis üzerine etkisi
3 grup fare (n=6) üzerinde incelendi. Fare yemleri,
günlük tüketilen miktar›n %0, 20, 40 oran›nda Trifolium
bitkisi içerecek flekilde haz›rlanarak pelet haline getirildi.
Fareler 21 gün süresince bu yemlerle beslendi. Deneyin
sonunda servikal dislokasyon uyguland› ve cauda
epididimisden spermalar al›nd›.
Spermatolojik özelliklerin incelenmesi amac›yla
sperma, stereo mikroskop alt›nda ve 37ºC’lik ortamda,
400-600 µl kapasitasyon medyumu (TYH) içerisine
sa¤›larak elde edildi (15, 16). Spermatozooonlar›n
motilitesi ve progressif motilitesi sperma al›nd›ktan 10
dakika sonra 37ºC’de faz kontrast mikroskop ile 400
büyütmede incelendi. Spermatozoon morfolojisi ayn›
mikroskopta 1000 büyütme ile Hancock tespit
solüsyonunda de¤erlendirildi (17). Her preperatta 100
hücrenin morfolojisi incelenerek %de¤erleri al›nd›.
Histolojik ve histometrik incelemeler için testisler
%10 tamponlanm›fl formol solüsyonu içinde tesbit edildi.
Örnekler, rutin preparat haz›rlama yöntemleri ile parafin
bloklar halinde haz›rland› ve 6-7 mikron kal›nl›¤›nda
kesitler al›nd›. Kesitlere Crossman’›n triple stain (üçlü
boyama) uyguland› (18). Her hayvandan al›nan kesitlere
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ait görüntüler bilgisayara aktar›ld›. Bir objektif sahas›nda
sadece bir tubulus seminiferusu de¤erlendirmek koflulu ile
10 adet enine kesilmifl tubulusun çap› ölçüldü. Ayr›ca bu
tubulus seminiferuslarda bulunan primer spermatositler
say›ld›.
Gruplar aras›ndaki verilerin önemlili¤ini belirlemek
amac›yla varyans analizi uyguland›. Gruplar aras›ndaki
farkl›l›klar ise LDS metodu ile incelendi (19).
Akut Toksisite Deneyi
Akut toksisite deneyinde, Trifolium pratense’nin
biyolojik yönden etkin bileflikleri olan isoflovonlar›n
ayr›flt›r›lmas› amac›yla, 50 g bitki örne¤i al›narak 40ºC
etanol:su (80:20) kar›fl›m› ile soksalette 4-5 saat
süresince ekstrakte edildi. Elde edilen çözelti süzüldükten
sonra düflük bas›nç alt›nda kurulu¤a kadar uçuruldu. Kuru
ekstraklar istenilen konsantrasyonu sa¤layacak flekilde
distile suda çözdürüldü (9).

Trifolium pratense’nin etanol ekstrakt›n›n akut
toksisitesini belirlemek amac›yla LD50 de¤eri saptand›
(20). Ekstraktlar, herbiri 8 fareden oluflan 6 gruba 3000,
3500, 4000, 4500, 4750 ve 5000 mg/kg dozlarda i.p.
olarak verildi. Kontrol grubuna ise sadece distile su
uyguland›. Ölüm oran› ve zehirlenme semptomlar›n›
saptamak için fareler 72 saat süresince gözlendi.

Bulgular

Trifolium pratense’nin farelerdeki spermatozoa
motilitesi ve morfolojisi üzerine etkisi Tablo 1’de
gösterilmifltir. Kontrol grubu ile karfl›laflt›r›ld›¤›nda
Trifolium pratense içeren yemlerle beslenen gruplarda
spermatozoan motilitesi ve progresif motilitenin doza
ba¤l› olarak azald›¤› belirlendi (P<0,05). Özellikle %40
oran›nda Trifolium verilen grupta sperman›n morfolojik

Tablo 1.

bütünlü¤ünün belirgin düzeyde zarar gördü¤ü saptand›.
Histolojik ve histometrik yönden incelemeler ise Tablo
2’de gösterilmifltir. ‹statistik yönden de¤erlendirmelerde
%20 oran›nda Trifolium pratense içeren yemle beslenen
grupta primer spermatositlerin say›s›n›n kontrole göre
artt›¤›, %40’l›k grupta ise azald›¤› saptand›. Kontrol
grubuna göre belirlenen de¤iflimler önemsiz olmas›na
ra¤men iki deney grubu aras›nda istatistiksel yönden
belirgin bir farkl›l›k bulundu. Tubulus seminiferuslar›n
çap›nda ise önemli bir de¤iflim görülmedi. Ayr›ca
testislerde yap›lan incelemelerde herhangi bir patolojik
bulguya rastlanmad›.
Tablo 2.

Trifolium pratense’nin spermatogenezis üzerine etkisi.

Grup

Primer spermatosit
say›s›

% 0 (Kontrol)
% 20
% 40

41,125 ± 9,64
44,469 ± 4,69
39,219 ± 5,99

Tubulus seminiferus çap›
(µm)

ab
a
b

194,007 ± 20,95
199,025 ± 16,06
195,907 ± 18,86

a
a
a

a, b

Sütunlarda ortak harf tafl›mayan özellikler aras›ndaki fark önemlidir
(P<0,05).

Akut toksisite yönünden incelemelerde ise Trifolium
pratense’nin etanol ekstrakt›n›n 3000 mg/kg’l›k dozu ile
herhangi bir ölüm veya zehirlenme bulgusu görülmedi.
Ekstrakt›n 5000 mg/kg’l›k dozu ise tüm farelerde ölüme
neden oldu. Farelerde doza ba¤l› olarak de¤iflen
derecelerde yem yeme ve su içme iste¤inde azalma,
depresyon hali, koordinasyon bozuklu¤u, tüylerde
kabarma ve solunum düzensizli¤i saptand›. Trifolium
pratense’nin etanol ekstrakt› ile farelerdeki LD50 de¤eri
4237 mg/kg olarak bulundu.

Trifolium pratense’nin deney gruplar›n›n spermatozoa motilitesi ve morfolojisi üzerine etkisi.
Spermatozoa Hareketi (%)

Morfolojik Bozukluklar (%)

Grup
n

Motilite

% 0 (Kontrol)

6

68,3±16,3

% 20

6

44,2±18,3

% 40

5

26,0±8,9

Progresif Motilite
a

57,5±16,7

b

23,7±14,0

c

12,0±4,5

Kuyruksuz Bafl

Bafl

Orta ve Kuyruk

Toplam

a

4,7±2,1

a

7,0±3,7

b

6,2±1,6

a

14,5±,.6

b

b

4,2±2,3

a

6,8±1,7

b

7,2±4,3

a

17,5±3,3

bc

7,0±4,7

a

9,8±6,7

a

23,4±4,5

a

b

15,4±4,7

a

a, b, c Sütunlarda ortak harf tafl›mayan özellikler aras›ndaki fark önemlidir (P<0,05).
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Tart›flma
Adenohipofizden GnRH hormonu arac›l›¤›yla
salg›lanan FSH, spermatogenezisden sorumlu olan ve
spermatogenik hücrelerin bölünmesi ve geliflmesi için
fiziksel ve kimyasal bir ortam sa¤layan sertoli hücrelerini
etkileyerek spermatogenezisi düzenler. Sertoli
hücrelerinin spermatogenezisin oluflma mekanizmas›ndaki rolü tam olarak bilinmemesine ra¤men bu
hücrelerin testesteron etkinli¤i için gerekli olan ba¤lay›c›
proteinin (testeron resptörü) yan›s›ra mayoz ve mitoz
bölünmeyi bask›layan yada uyaran inhibin α gibi baz›
maddeler salg›lad›¤› bilinmektedir. Ratlara eksojen
kaynakl› östrojen uygulanmas›n›n sertoli hücreleri ile
ba¤lant›l› olan bu maddeler ve reseptörlerin etkinli¤ini
engelledi¤i bildirilmifltir (10, 21). Bu çal›flmada T.
pratense verilen gruplarda saptanan spermatozoalar›n
motilite bozuklu¤u ve morfolojik yönden de¤iflimleri,
spermatogenezisin bozulmas›n›n do¤al sonucu olarak
ortaya ç›kmaktad›r. Sertoli hücreleri ile spermatogenezis
aras›ndaki iliflki do¤rultusunda, spermatozoa anomalileri
ile ilgili bulgular›m›z›n sertoli hücrelerinin fonksiyonunun
bozulmas› sonucu geliflti¤i düflüncesindeyiz.
Spermatogenezisin
düzenlenmesinde
sertoli
hücrelerinin fonksiyonunun yan›s›ra bu hücrelerin
say›s›n›n da önemli rol oynad›¤› ve bir sertoli hücresinin
belirli say›da spermatogenik hücreyi destekledi¤i
bildirilmektedir. Sertoli hücrelerinin say›s› do¤umu izleyen
ve her hayvan türü için de¤iflen k›sa bir sürede içinde
belirlenir (22, 23). Yap›lan araflt›rmalarda bu evrede
östrojenik etkili bilefliklerin verilmesinin sertoli hücre
say›s›n› önemli ölçüde azaltt›¤› saptanm›flt›r (24).
Araflt›rmam›zda T. pratense’nin ergin fareler üzerindeki
etkisi incelendi¤inden bu hücrelerin say›s› yönünde bir
de¤erlendirme yap›lmam›flt›r.
Spermatogenezis s›ras›nda spermatogenik hücrelerin
gelifliminin etkilendi¤ini gösteren sperma ile ilgili
parametrelerden baflka bu hücrelerin bölünmesinin
düzeyini incelemek amac›yla primer spermatositlerin
say›s› araflt›r›lm›flt›r. %20 oran›nda T. pratense içeren
yemle beslenen grupta hücre say›s›nda önemsiz bir art›fl,
%40 T. pratense verilen grupta ise azalma görülmüfltür.
Buna karfl›n iki deney grubu aras›nda hücre say›s›
yönünden önemli düzeyde farkl›l›k belirlenmifltir. Yap›lan
bir araflt›rmada FSH düzeylerinin eksojen kaynakl›
östrojenlere oldukça duyarl› oldu¤u ve bu nedenle
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bilefliklerin etkilerinin saptanmas›nda önemli bir ölçüt
olabilece¤i bildirilmektedir (11). Bulgular›m›za benzer
flekilde östrojenlerin düflük dozlar› ile FSH düzeylerinde
art›fl, yüksek dozlarda ise azalma fleklinde görülen
de¤iflimlerin geri tepme uyar›lar›n›n ve bu uyar›lara karfl›
duyarl›l›¤›n de¤iflmesi gibi kompleks bir etkileflimin
göstergesi olabilece¤i ileri sürülmektedir (10).
Araflt›rmam›zda %20 oran›nda T. pratense verilen grupta
primer spermatositlerin say›s›ndaki art›fl›n FSH
düzeyindeki yükselmeye ba¤l› olarak spermatogenik
hücrelerin bölünmesindeki art›fltan kaynaklanabilece¤i,
di¤er grupta ise buna karfl›t bir durumun geçerli oldu¤u
düflüncesindeyiz. Tubulus seminiferus çaplar›n›n gruplar
aras›ndaki de¤iflimi de istatistiksel yönden önemsiz
olmas›na ra¤men hücre say›s› sonuçlar› ile paraleldir.
Trifolium türlerindeki fitoöstrojen düzeyinin mevsim,
topra¤›n yap›s›, bitkinin geliflim dönemi ve kurutulma
ifllemi gibi faktörler ile etkilendi¤i bilinmektedir (13).
Erkek farelerde elde edilen bu bulgulara parelel olarak
yine ayn› yöreden toplanan bitkinin difli ratlarda üreme
fonksiyonlar›n› belirgin olarak etkiledi¤i saptanm›flt›r. Difli
ratlar ile yap›lan araflt›rmada %30 ve %60 oran›nda bitki
içeren yemlerle beslemenin yavru atmaya, daha düflük
dozlar›n ise yavru say›s›n›n yan›s›ra boy ve a¤›rl›k
art›fl›nda azalmaya neden oldu¤u belirlenmifltir. T.
pratense’nin ikinci jenerasyon üzerine etkisi
incelendi¤inde ise %60 oran›nda bitki ile beslenen grupta
yavru say›s›n›n %70, %30 bitki içeren grupta %44
düzeyinde azald›¤› saptanm›flt›r (25).
Avc›lar yöresinden toplanan T. pratense’nin farelerin
üreme sistemi üzerindeki etkileri göz önüne al›nd›¤›nda
bitkinin, fonksiyon bozuklu¤una yol açabilecek düzeyde
fitoöstrojen içerdi¤i düflünülmektedir. Bu nedenle T.
pratense’nin özellikle ruminantlarda ekonomik yönden
önemli bir etkiye sahip olup olmad›¤›n›n araflt›r›lmas›
gereklidir.

Trifolium pratense’nin farelerdeki akut toksisitesi ile
bulgular etanol ekstrakt›n›n büyük bir LD50 de¤erine
sahip oldu¤unu ve zehirlenmeler yönünden bir risk
oluflturmayaca¤›n› göstermifltir. Trifolium pratense ile
herhangi bir zehirlenme olgusunun bildirilmemesi bu
bulguyu destekler niteliktedir. Bununla birlikte uzun
süreli yedirme deneylerinde bitkinin östrojenik
etkinli¤ine ba¤l› olarak zehirlenme semptomlar›n›n
ortaya ç›kmas› olas›d›r.
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